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1型糖尿病の 発症過程 におい て, マ ク ロ フ ァ ー ジ はラ ン ゲ ル ハ ン ス 烏(ラ島)炎の 形成と膵β細胞破壊に深く関与する
と考えら れ て い る . チ ア ゾ リ ジ ン系薬剤 は, ペ ル オキ シ ソ ー ム 増殖剤応答性受容体γ の リ ガ ン ドと して 知ら れ, サ イ トカイ ン
刺激 によ り核内転写因子 カ ッ パ ー B (n u cle a rfactor kap pa B, N F- KB) の 活性化を介して 誘導され る単球走化性因子1ヤ プ ラ ス
ミ ノ ー ゲ ン ･ ア クチ ベ ー タ ー ･ イ ン ヒ ビ タ ー ･ タイ プ1の 遺伝子発現を抑制す る . そ の 類推と して , こ の 薬剤 は同じくNF- 〟
B によ っ て制御さ れ て い る マ ク ロ フ ァ ー ジの 活性化を抑制 しう る可能性を考えた. そ こで 本研究で は , 少量 頻回ス トレプトゾ
ト シ ン (m ultiplelo wqdo se strepto zoto cin , M ID S) 投与に よ る マ ウス 自己免疫性糖尿病 モ デ)t/を用 い , チ ア ゾリ ジ ン系薬剤であ
る ピ オ グリ タ ゾ ン に よ る マ ク ロ フ ァ ー ジ活性化 - ラ島炎形成を標的 と し た糖尿病発症抑止効果に つ い て検討した . イ ン タ ー フ
ェ ロ ン ー γ とリ ボ多糖体 は用量依存性, 相乗的 にC D-1マ ウス 単離腹腔内 マ ク ロ フ ァ h ジか ら の 一 酸化窒素 bitric oxide, N O)産
生を刺激 した . 5-100〃 M の ピオグ リ タ ゾ ン は , 0.5 U/ml のイ ン タ
ー フ ェ ロ ン ー γ と0.01〃g/mlの リ ボ多糖体 の共存下で克進
し た N O産生 を用量依存性 に抑制 した (ピ オ グリ タ ゾ ン10〃 M で は 弧 3± 4.9 %). 色素排泄法に よ る検言寸で は , ピオ グリ タ ゾ
ン に よ る細胞毒性 は認 め な か っ た . 雄 性 C D-1 マ ウ ス に, 単 回投与 で は 糖尿病を惹起 し得 ない 少量 の ス ト レプ ト ゾ ト シ ン
(str epto zoto cin , S T Z)40m g/kgを5 日間連続で腹腔内注射する と , 経 過と ともに ラ 島の 辺疎か ら内部 へ と 炎症細胞 が捜潤 し,
引 き輝 い て 注射後2-4週間に は 高血糖 を里 した. 第7日 の M L D Sマ ウス より単離した腹腔内マ ク ロ フ ァ ー ジか ら は対照群 に比
し有意な亜硝酸イ オ ン の 産生先進 を認 め た 一 方 , 脾 マ ク ロ フ ァ ー ジや 第28日 の 腹 腔内マ ク ロ フ ァ ー ジで は そう した 産生克進
を認 めなか っ た . そ こで , M L D Sマ ウス に ピ オ グリ タ ゾ ン0.01 %混餌食 をS T Z投与開始7 日前より投与 した 結果, ピオ グリ タ
ゾ ン は M u )S投与後第7 日 に おける 腹腔内 マ ク ロ フ ァ ー ジの 活性化を有意 に抑制 し た. 第28 日 に おける ラ 島炎指数 は ピ オ グ
リ タ ゾ ン投 与群で対照群 に比 し有意 に低く, ピオ グリ タ ゾ ン は M l 刀Sマ ウス にお ける ラ島 へ の 炎症細胞浸潤を阻害 して い た.
さ ら に , ピオ グ リ タ ゾ ン 投与は , 糖 尿痛発症率を第21 日 に は対照群93 % か ら47 %へ , 第28 日 には対照群100 % か ら67 %へ と
有 意に低下 させ た b=0.012). 一 方 , 氾 投与開始7 日前か らの ピオ グ リ タ ゾ ン 投与は 大量単回引Z(250皿 g/kg) 投与に よ る糖
尿病発症 に は影響を及ぼ さなか っ た . こ れ らの結果は , チ ア ゾリ ジ ン 系薬剤が マ ク ロ フ ァ ー ジ晴性化を抑制 し, M l血S糖尿病
発症 に お ける自己免疫過程を阻害す る こ と を示唆する .
Key w o rds type l diabete s, m ultiplelo w
-do s e str epto zotocin, pioglita zo n e, thia z olidin edio n e,
pe r o xis o m eproliitr aor-a Ctiv atedre ceptorγ
1型糖尿病 は, イ ン ス リ ン 産生 膵β寿耶包に対す る自己免疫反
応を背景 と して , 膵 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 (ラ島) に マ ク ロ フ ァ ー
ジやリ ン パ 球 など の 炎症細胞が夜潤す る ラ 島炎を生 じ る こ と に




. すなわ ち, ラ 島局所 にお い て まず膵β細
胞上 の 抗原が マ ク ロ フ ァ ー ジを主体 と した抗原提示細胞 に取り
込まれ , ヘ ル パ ー T細胞 に提示さ れ る . 抗原特異的 に活性化さ
れ た ヘ ル パ ー T細 胞 は , イ ン タ ー フ ェ ロ ン ー γ (inte rfe r o n- γ ,
IF N- γ) な どの サ イ トカ イ ン を介 して 細胞傷害性 丁稚胞 を活性
化 し膵β細胞 を傷害する .
一 方, ラ 島に浸潤 した マ ク ロ フ ァ ー
ジか ら分泌 さ れ る腫瘍壊死因子- α (tu m o rn e c rosisfa cto r- a ,
T N F- α) や イ ン タ ー ロ イ キ ン1β (interle ukin-1β,IIJl/9), へ
ル パ ー T細胞か ら分泌さ れ るIF N- γ な どの サ イ トカイ ン も, 直
接 的に, ある い は 一 酸化窒素(nitric o xide, N O) や 活性酸素な
ど の フ リ ー ラ ジカ ル の 産生を介して 間接的 に膵ノラ細胞 を傷害す
る , と考え られ て い る
:曳卜 5)
近 年, イ ン ス リ ン 抵抗性の 改善作用 を有する 2 型糖尿病治療
薬 と して 臨床応用 され た チ ア ゾリ ジ ン 系薬剤6)は, 転写因子の
核内受容体ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 1 つ であ るペ ル オキ シ ソ ー ム
増 殖 剤応答性受容体 γ (pe r o xis o m epr olife r ato rq a ctiv ated
r ec eptor γ , PP A Rγ) の リ ガ ン ドと して 作用 し
7)
, P P A Rγ の 活
性化 に より脂肪細胞の 分化 を促進する こ とが 知 られ て い る
8)9)
.
壊近, 当教室 の O bta ら
1 0)11)や 野原1 2)は , チ ア ゾリ ジ ン糸車剤で
ある トロ グリ タ ゾ ンが 培養細胞に お い てサ イ ト カイ ン 刺激 に よ
平成12年10月3 日受付 , 平成12年11月22日受理
Abbr evi?tio ns : E D, effe ctiv edos e;IF N- γ , interfer o n- γ;Ⅰし1β,interleukin-1β;iNO S, indu cible nitric o xide
Syntha s e; LP S, 1ipopolys a c charide; M CP-1, m OnOCyte Che m o attra ctantpr otein l; M L D S, m ultiple lo w
-dos e
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り誘導され る単球走化性因子1(m o n o cyte che m o attr a cta nt
pr otein l, M C P1)や プラ ス ミノ ー ゲ ン ･ ア クチ ベ ー タ ー ･ イ ン
ヒ ビ タ ー ･ タイプ 1(plasmin ogen a cdv ato rinhibitorty pel,P AI-
1) の 産生を m RNA レベ ル か ら抑制す る こ とを見出 し た . サ イ
トカ イ ン刺激 に よ る MCP-1 と P AI-1の 発現誘導 の 少なく とも 一
部は核内転写因子 カ ッ パ ー B (n u cle ar血.cto rkap pa B, N F- K B)
の 活性化を介す る こと か ら1 3)14), ト ロ グリ タ ゾ ン は N F- 〟 B に
より制御 され る遺伝子群 の 発現を抑制 し炎症性サイ トカ イ ン や
N Oな どの 産生 も抑制 しうる 可 能性を推察 した . そ こで 本研究
で は , まずP P A Rγ ア ゴ ニ ス トで あ るチ アゾ リ ジ ン 系薬剤 が マ
ク ロ フ ァ ー ジの 活性化に与える影響を試験管内 に て検討 し た .
さ ら に, マ ク ロ フ ァ
ー ジ の 活性化がその 発症 に重要な役割を担
う と考え ら れ る 15)
～ 1 7)少量 頻回ス ト レプトゾ トシ ン (m ultiple
lo wldo s e sb･epto ZOtO Cin , M I D S) 投与によ る マ ウス 1型糖尿病 モ
デ ル 18)に お ける マ ク ロ フ ァ ー ジ活性化 ･ ラ島炎形成を標的 と し
た糖尿病発症抑止効果に つ い て検 討した.
材料お よび方法
Ⅰ. 実験動物
実験 に は6 か ら8過齢の 雄性 CD-1マ ウス (日本チ ャ ー ル ズリ
バ ー
, 横 浜)を用 い , 飼育 は金沢大学動物実験施設で行 っ た.
エ サ は標準配合飼料 C R ト1(日本チ ャ ー ル ズ リ バ ー ) を使 用 し,
自由飲水, 自 由摂食下に マ ウス を飼育 した . い ずれ の 実験 にお
い ても, マ ウ ス は 1 週間の 予備飼育後, 実験 に供 し た . なお ,
動物の 取り扱 い に つ い て は金沢大学動物実験施設 の指針 に従 っ
た.
Ⅰ . 試薬
RPM I1640培地 , ウ シ胎児血清, ペ ニ シリ ン (50単位/ml) ･
ス ト レ プト マ イ シ ン (50〟g/ml) 混合液 , およ び リ ン 酸緩衝生
理食塩水は Gibc oB R L(Gr and Island, US A)よ り購 入 した. ス ト
レプトゾ ト シ ン (str epto z oto cin , S TZ) お よ びIF N一 γ はSigm a
(St. Lo uis, U S A) よ り購入 した . ハ ン ク ス 液は 日 水製薬 (束京)
より , T) ポ多糖体 Oipopolys a c charide, LP S) はD ifc o(Detroit,
ロS A) よりそれぞ れ購入した . ピ オ グリ タ ゾ ン は武 田薬品工業
(大阪) より倶与を受けた . E D
′
Ⅰ且2 ナトリ ウ ム , 亜 硝酸 t 硝酸
測定キ ッ トは 同仁化学研究所 (熊本) より, Co o m a ssie 黄白測
定キ ッ トはPier c e(Ro ck ford, U S A) よ りそれぞれ購入 した . そ
の 他 の 試薬は和光純薬(大阪)より購入 し た.
Ⅱ . 腹腔内あ よ び牌 マ ク ロ フ ァ ー ジの 単離
R P M I1640培地に 10 % の非働化 した ウ シ胎児血清 , ペ ニ シリ
ン ･ ス ト レプト マ イ シ ン 混合液 を加え培養液と した . マ ウ ス の
腹腔内に ハ ン ク ス 液を注入 して 腹腔内浸出細胞を回収 し, その
後 マ ウ ス 脾臓を無菌的 に摘出 した . 腹 腔内浸出細胞浮遊液 は
16 00回転/ 分で6分間遠心 し上 清を除去後, 0.15M 塩 化ア ン モ
ニ ウ ム
, 1.O mM 炭酸水素カ リ ウ ム , 0.1 mM E D T A2ナ トリ ウ
ム を混 じ1 N塩酸で pH 7.2 とした塩化 ア ン モ ニ ウム 擾衝液3 ml
を 加え溶血 さ せ た . 3 0秒後直ち に十分量 の 培養液を加え て
1000回転/ 分で 10分間遠心 し, 上清を除去後, 1× 10
5
/ml と な
る よ うに適量 の 培養液 に再浮遊させた. 一 方, 脾臓 は5 mlの 培
養液を入れた5 5× 15m m ベ トリ皿 上で 2.5 ml ディ ス ポ ー ザ ブ
ル 注射器 の 尾部を用 い て すり つ ぶ し, 1 00〃 m ナ イ ロ ン 製細胞
濾過器 (Be cto nDickin s o n, Ne wJe rs ey, U S A) を通 して 牌細胞浮
遊液を回収 した . 脾細胞浮遊液も腹脛内密出細胞同様, 塩化ア
ン モ ニ ウ ム緩 衝液 で処理後 , 1× 10
7
/ml とな る よ う に適量の
培養液に再浮遊 させ た . そ の 後, 濃度を調整 した腹腔内浸出細
胞浮遊液と牌細胞浮遊液 を , 24穴平底 プ レ ー ト (Co rning, New
Yo rk, U S朗 に各穴500〃1ず つ 蒔き5 % C O2濃度 , 37℃の条件下
で培養 した . 1時 間後 に , 非付 着性細胞をリ ン 酸綾衛生理食塩
水を用い て 3回洗浄 し, そ れ ぞ れ 腹腔内お よ び 牌 マ ク ロ フ ァ ー
ジ を単離 した ･ なお , 非付着性細胞 の 除去 が不十分な場合は,
1 時間の 培養 と洗浄を2 ～ 3回くり返 し た.
Ⅳ . ピオ グリ タ ゾン の マ ク ロ フ ァ ー ジ活性化 に及ぼす効果の
検討
IF N- γ お よ び LP S に より腹腔内マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら遊離する
N O産生量を マ ク ロ フ ァ ー ジ 活性化 の指標 と した 19)20). 腹腔内
マ ク ロ フ ァ ー ジを単離後, 各穴に20 0〃1の 前述培養液と各濃度
の IF N･ γ , L PS お よ び ピオ グ リ タ ゾ ン を加えて4 馴寺間培養し,
その 培養上宿中に遊離した NO量 を後述 の ご とく測定 した.
ま た, ピオ グリ タ ゾ ン の マ ク ロ フ ァ ー ジに 対す る細胞毒性を
検討する た め , 48時 間培養後 の マ ク ロ フ ァ ー ジ を0.025% トリ
プシ ン/ E D T A溶液を用 い て プ レ ー トか ら 剥離後, トリ パ ン ･
ブ ル ー を含 む細胞浮遊液を作成 し血球計算枚を用 い て生細胞数
を算出 した.
Ⅴ
. N O産生量 の測定
NO は速 や か に代謝 さ れ る た め , マ ク ロ フ ァ ー ジ か らの N O
の 産生量 は NO の 代 謝産物 である 亜 硝酸イ オ ン 量 を指標 と して
求 め た . 培養 上 清中 の 亜硝酸イ オ ン 量は Grie s s法21)に より測
した . す なわち, 検 体 に リ ン酸 液と ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ドを加え
て検体申の 亜 硝酸 イ オ ン に よ る ジ ア ゾ ニ ウ ム 塩 化物を 生 じさ
せ , そ こ に ナ フ チ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン を加えて ア ゾ カ ッ プリ ン
グ反応 に より生成 した ア ゾ色素を540n mの 吸光度 で測定 した.
亜 硝酸イ オ ン 濃度は , そ の 吸光光度 を指標 と して 標準試薬 によ
る標準曲線か ら算出 した .
Ⅶ. MIJ)S糖尿病 モデ ル に お け る ピ オ グリ タ ゾン の糖尿病発
症抑止 に つ い て の検討
1. M I｣D Sマ ウ ス の 作成
m は, 無水 ク エ ン 酸 を蒸留水 に溶解後水酸化 ナ トリ ウム 溶
液 に て pH 4.5 に調整 した0.01 M クエ ン酸緩衝液 に4 m g/mlの
過度 で 溶解 し, 溶解 後 は5分間以内に使用 した . 5日 間連続で
30m g/kgま た は4 0m g/kg の m をマ ウス の 腹 腔内 に投与 し,
M L D Sマ ウ ス を作 成 した . S T Z初回投与 日を第 O E7 と設定 し,
後述 の ご とく , 7 日毎 に血糖値を モ ニ タ ー し , 第14 日 と第28 日
に腹腔内お よ び牌 マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら の N O産生量の 測定とラ
島の 組織学的検討をそ れ ぞ れ 行 っ た .
2 . 大量単回ST Z糖尿病マ ウス の 作成
大量単回 m 投与糖尿病 マ ウス は, 0.01 M クエ ン酸嬢衝液を
溶解液 と して25m g/ml としたST Zを 250m g/kg腹腔内投与し
作成 した . m 投与 日 を第0日 と 設定 し, 第0日 , 第1 日, 第2
日 , 第4日, 第6日 に 血糖値を測定 した .
3 . ピオ ブ リ タ ゾ ン の 投 与
StreptOZ OtOCin; N F- K B, n u Cle arfacto rkappa B; N O, nitric o xide; NOD, n O n- Obes ediabetic;P AI-1, plas min ogen
ac伽ato rinhibitortype l;PP A R7, , Pe r OXiso m epr ol 馳ratorLa Cdv ated rec epto rγ;SPID DM, Slowbr progressivein sulin
-












P P A Rγ ア ゴ ニ ス トに よ る 1型糖尿病発症抑止
S T Z投与 の 7 日 前 より マ ウ ス を無作為 に2群 に分け, 一 方 に
は標準配合飼料を与え, 佃方に は ピオ グ リ タ ゾ ン0.01% 混餌食
を与えて , 自由摂食下 に飼育 した . 摂食量 より算出 した ピオ グ
リ タ ゾ ン 摂取量 は約12.5 m g/kg/日で あり, ピオ グリ タ ゾ ン投
与自体 は摂食量 や随時 血糖 に影響 を与えなか っ た (結果末表
示).
4 . M L D Sマ ウ ス の 腹腔内お よ び 脾 マ ク ロ フ ァ ー ジか ら の
N O産生量の 測定
40m g/kgの S T Z で作成 した ML D Sマ ウ ス か ら , 前 述の ご と
く腹腔内お よ び 脾 マ ク ロ フ ァ ー ジを単離 し, 5 ロ/mlのI F N- γ
と0.1〃g/mlの LP Sの 存在下, 非存在下 に培養した . ク エ ン 酸
緩衝液 の み を5日 間連続で腹腔内投与 した マ ウ ス か ら も腹腔内
お よ び脾 マ ク ロ フ ァ ー ジ を同様 に単離 , 培養 し, 対照 と した .
培養4 8時間後 に , 培 養 上 清中 の亜硝酸 イ オ ン 量 を 測定 し,
Co o m a s sie 蛋白測定キ ッ トを用 い て 測定 した細胞蛋白量で補正
し, N O産生 量 と した .
5 . ラ島炎の 重症度の 組織学的検討
マ ウ ス の 膵臓を摘出後1 0 % ホル マ リ ン 液で 固定 し, パ ラ フ
ィ ン包埋後5〃 m に 薄切 し, E E染色を施 して 鏡検 した . 各マ ウ
ス に つ き少 なくとも30個以上 の ラ 島 を観察 し, 各ラ 島の 炎症
細胞 の 浸潤 の 程度 を以 下の よ うに点数化 した .
0点 : ラ 島に炎症細胞 の浸潤をま っ たく認 め な い .
1点 : ラ 島の周囲か ら軽度 の炎症細胞夜潤 を認 め るが , そ の
浸潤範囲 は ラ島全体 の 10 %未満 である.
2点 : ラ島 の 10 % 以上50 %未満 の範囲 に炎症細胞浸潤を認
め る.
3点 : ラ 島の 50 %以上の 範囲に炎症細胞浸潤を認め る.
さ ら に各 マ ウ ス の ラ 島炎 の重症度 の 指標 と して , 次 の よう に
ラ島炎指数 On sulitisinde x) を算出 した . ラ島炎指数 = 各 マ ウ
ス の ラ 島炎 の合計点数/観察した ラ 島数 .
6 . 糖尿摘発症 の判定
マ ウ ス の 血糖値 は , 自 由摂食 下 で午後7時か ら午後10時の 間
に, 簡易血 糖測定器 グ ル コ カ ー ド (ア ベ ン テ ィ ス ･ フ ァ ー マ ,
東京) を用い 尾静脈 か ら採取 した仝血を用 い て測定 し た . 血糖
値が持続的に2 50mg/dl以 上 を里 し始め た時点を糖尿病発症 と
判定 した .
Ⅶ . 統計学的検討
測定値 は盲 ± S E M で表示 し た. N O産 生量 お よ び血 糖値 に関
して は , Stude nt の t検 定を用い て 2群間の 有意差を判定 し た.
ラ 島炎指数 の比較 に は 一 元配 置分散分析法を用い , Fisbe rの
PI.S Dpo stho c法 に て有意差検定を行 っ た . 糖尿病 の 発症率 は,
Kapla n-M eie r生 存曲線を作成 しM a ntel-Co x法を用い て検定 し
た. なお , い ずれ も危険率5 %未満 b<0.05) を統計学的に有意
差ありと した .
成 績.
Ⅰ . 試験管内に お ける ピオブリ タゾ ン の マ ク ロ フ ァ ー ジ活性
化 に お よ ぽす効果
1. IF N一 γ お よ びⅠガS に よ るマ ウ ス 単 離腹腔内 マ ク ロ フ ァ
ー
ジの 括性化
IFN- γ お よ び LP S に よ るマ ク ロ フ ァ
ー ジ の 活性化 を NO 産生
を指標 として評価 した 19)20). cD-1マ ウ ス か ら単離 した 腹腔内 マ
ク ロ フ ァ ー ジ をIF N- γ あ る い は LP Sの存在下 に4 8時間培養後,
培養上清中に遊離 した 亜 硝酸イ オ ン を定量 した結果を図1 に示
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す. IF N- γ (図1 A)お よ びL PS(図1B) はそれ ぞれ用量依存性 に
マ ク ロ フ ァ ー ジ か らの 亜 硝酸イ オ ン 産生量を増加 させ , E D50
(50% efEe ctive do s e) は各々 1 U/ml, 0.05FL g/ml であっ た . お
よそ E D 25に相当する0･5 U/mlの IF N- γ と0･01FL g/mlの L PSの
共存下 で は , IF N- γ , LPS単独刺激下の 各々 約3.0倍 , 約11.5
倍 の 亜 硝酸イ オ ン 産生を認め , 両者は マ ク ロ フ ァ ー ジ活性化に
対 し相乗的であっ た( 図1C).
2 . IF N- γ お よ び LPS によ るマ ク ロ フ ァ
ー ジ の活性化に お よ
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Fig.1. E ffe ct of I F N- γ a nd L P So n nitrite r ele a s efr o m
prim a ry pe rito n e al m a c r ophage s. Prim a ry pe rito n e al
m a c rophage s w e r eha rv e Sted fro m m ale C D
ql mic e of 6-8
w e eks old. T he c ells w e re c ulutred in R P M I 1640m ediu m
with IF N- γ O r/and LP Ssupple m e nted with lO% fetal bovin e
s e ru mfo r48 hr at37℃ u nde r5% C O2. Nitritelevelsin the
s upe rn at ntS W e re m ea Su red by u sing Grie ss re age nt. Both
･I F N･ γ (A) a nd L P S(B)increased nitrite r ele a s edo s e-
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Fig. 2. E ffe ct ofpioglita z o n e o n cytokin e-indu c ed nitrite
r ele a s efr o mprim ary m acrophage sin vitr o･ Prim a ry
pe rito n e al m a c r ophage s were c ultu r ed fo r4 8 hr with o r
Witho utpioglita zo n e(5,10,50, a nd lOO/LM)inthe pr e s en c e of
O･5 U/ml IF N- γ a nd O.01FLg/ml LP S, andnitritelev elsin the
S uPe rn at ntS W e r e m e a S u r ed by u sing Gries sr e age nt.
Pioglitaz o n e s up pr e s sed nitrite r ele a sedo s e-depende ntly.
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Fig･ 3･ Tim e c o u r s e of cha nge sin blo od gluc o s elev elsin
M L D Smic e
･ Fo rty m g/kgbody w eight of S T Zw a sgiv e n
intraperito n e ally for5 c o n s e cutiv edays(a rr o w s). Fed blo od
glu c o s ele v els w e r em e a s u r ed v e ry w e ek. M LD Smic e
de v eloped hype rglyc e mia 2-4 w e eks afte rS T Z inje ctio n.
Valu e s ar e盲 of 15mic efor each point. Ve rtic al ba rsindicate







Fig･ 4･ Light micr o sc opic photo microgr aphs ofpan c re aticisletsfr o mM L DS(40m g/kgbod㌢ W eight)mic e atdayO(朗 ,7(B),14(C), a nd
2 8(D)･ M ic e w e re rando mlys ele cted for r e m ovalofthepan c re ata at dayO, 7,14,a nd 28, ¶1epa n Cr e ata W e r e丘Ⅹed with 10% fo r malin a nd
e mbedded inpar afBn･ T he s e ctio n s were cutin5-FLm a ndstain edwith H E･ AtdayO, theisletistotally血
･
e e Ofa ny m o n o n u cle a r c ells･ Ai
day 7, m O m O n u Cle ar C ellsinBltr ate ar O u ndtheislet･ Atday14, m O n O n u Cle ar c ellsinBltr ate intoislets. 血 day 28, m O n O n u Cle ar cells
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Fig. 5. Nitrite rele a s e血
･
O m perito n e al 仏, B)a nd splenic(C, D) m ac rophage s e xviv o. M ale C D-1 mic e w e reintrape rito n e allyirje cted
with 4 0mg/kgbody w eight of S T Z fo r5 c o n s e cutive days. Co ntrol mic e w er etr e ated with the bufferalo n e. Prim a ry perito n e al
m ac r ophage s w e reha rv e Sted fro m co ntrola ndM L D Smic e atday7(刃a nd 28(B). Sple nic m a crophage s w e re alsoisolatedatday7(C)
a nd 28(D). T he c ells w er e c ulturedfol
･ 48 hr, a nd c ultu re super n at nts w er e a s sayed fo r nitritelev els. Nitritele v els w er epre s ented a s
n m ol/FLg Ofm a cr ophagepr otein . Only perito n e al m ac rophage sfro m M L D Smice atday7pr odu c ed signi£ca ntlylarge a m O u ntOfnitrite
C O mpared withtho sefro m c o ntrol mic eboth in the abs en c e a ndthe pre s e n c e of L P Splu sIF N
-
γ ･ M L D S, M L D Smic e;LP S+I F N
-
γ ,
c ultu r ed in the pre s e n c e of O.1FLg/mlof L P Sa nd 5 U/mlof IF N- γ ･ Valu e s a re豆 ofatle ast3 mic efo r e achpoint･ Vertic al bal
■
s in dicate





0.5 U/mlのI F N- γ と0.01fL g/mlの L P Sの 共存1
こで , ピ オ グ
リ タ ゾ ン の 存在 下 , 非存在下 に マ ク ロ フ ァ ー ジ を48時間培養
し, ピ オ グ リ タ ゾ ン が マ ク ロ フ ァ
ー ジか ら の N O産生 にお よぼ
す影響 に つ い て検討 し た結果を図2に示す. 5, 10, 50, 1 00′"
M の ピオ グ リ タ ゾ ン 存在 下 で亜 硝酸イ オ ン 産生 量 は ピ オ グ リタ
ゾ ン非 存在 下 の そ れ ぞ れ 87.1± 3.3 %, 80.3± 4.9 %, 69.9±
6.1 %, 61.3± 11.9 % と有 意に減少 し, ピオ グリ タ ゾ ン は マ ク
ロ フ ァ ー ジか ら の N O産 生 を用量依存性 に抑制 した . E D 5 0 は
生体内作用域 と考え ら れ る お よ そ1 0/∠M であり, ピオ グリ タ
ゾ ン は こ の 濃度 で 明 らか な抑制効果 を示 し た . なお , トリ パ
ン ･ ブ ル ー 排泄法 に て ピオ グ リ タ ゾ ン の 細胞毒性 の 有無を検討
した と こ ろ, 10〃M の ピオ グリ タ ゾ ン存 在下 , 非 存在下で 生細
胞率 に有意差 はな か っ た (ピ オ グ リ タ ゾ ン 存 在 下 , 79.0±
2.9% ;非存在下 , 82.0± 5.3 % ;p=0.64).
1r. 1 型糖尿病 モ デル M L D Sマ ウス の 腹腔内マ クロ フ ァ ー ジ
活性化 , ラ 島炎, 糖尿病発症 に与 える ピオ ブリ タ ゾ ン の
効果
1 . 1型糖尿病 モ デ ル , M L D Sマ ウ ス の 確 立
C D-1 マ ウ ス に 単 回投与 で は糖尿病を惹起 し得 な い 少量 の
m 40m g/kgを5垣間連続で腹腔内注射す る と, 注射後1週間
を過ぎた頃か ら徐々 に血糖が上昇 し始め , 1 ケ 月後 に はイ ン ス
リ ン 依存型の 糖尿病を発症 し た (図3). こ の M L D Sマ ウス の 発
症過程 で は , 図4 に示す よう に第7日 頃よ り ラ島 に 炎症細胞の
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Fig. 6. Effe cts ofpioglitaz o n e o n nitrite rele as efro m perito n eal
m ac rophage s ex vivo, M ale C D-1 mic e w er efed a r egula rdiet
With ol
･
witho utpioglitazo n e(0.01% food admixtu re)fro m 7
days befo r ethe 血
･
StS TZadministratio n. Fo rty mg/kg body
w eight ofSTZ wa sglV e nintrape rito n e allyfo r5 c o n s e c utiv e
days. P rim ary perito n e al m a c rophage s w er eha rv e Sted 血
一
O m
M L D Smic e atday 7 a nd cultu r ed fo r48 hr, a nd c ultu re
s upe r n at nts w e r e as s ayed fo r nitritelev els. The pe rito n eal
m a cr ophage sfro m piogitaz o n e-tre ated M L D Smic epr odu ced
Signi蝕: antlyle ss an o u ntofnitritetha ntho s efr o m n o n-tre ated
M L D Smice. Pioglitaz o n e,Pl Ogletaz o n e-tr
･
e ated gr o up; LPS 十
I F N- γ , C ultu red in the pre s e n c e of O･1FL g/mlof LPS a nd 5
U/mlof IF N- γ . Valu e s a re言 of 6mic efo r e a ch point■





広が り, 最終的に は ラ島が破壊 さ れて い た .
今 回は さ ら に , S T Z自体の ア ル キ ル 化作用, N O遊離作用 と
い っ た 直接作用
22)をよ り抑えた モ デ ル で検討す るた め, 1 回あ
た り の S T Z投与量 を減少 さ せ て ゆ き, よ り 少量 の S T Z 30
mg/kg を用 い て 同様 の M L D S糖尿病の 系を確立 し た . こ の 系
で もラ 島炎(表1) に ひ き続く糖尿病の 発症(固8 C, 図8 D)を確
認 した .
2 . M L DS マ ウ ス の 糖尿病発症早期に お ける腹腔内マ ク ロ フ
ァ
ー ジの 活性化
M L D Sマ ウス か ら腹腔内お よ び脾 マ ク ロ フ ァ ー ジ を単離 し,
5 U/mlのI F N- γ と0.1FLg/mlの L PSの存在下 , 非存在 下 に48
時間培養衡 培養上 宿中に遊離 し た亜 硝酸イ オ ン を定量 した結
果を囲5 に示す. S T Z投与開始後第 7日 の 検討で は , M L D Sマ
ウ ス か ら単離 し た 腹腔内 マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら は 0.8 0± 0.3 2
n m ol/.増 ･ 蛋白 と, ク エ ン 酸権衡液の み を5日 間連続 で腹腔内
投与 し た 対照 マ ウ ス か ら 単離 し た 旗艦 内 マ ク ロ フ ァ ー ジ
(0･04± 0･01n m ol/〃g ･ 蛋白) に此 し, 有意 な亜硝酸 イ オ ン 産
生増加を認め た (図5 A)･ 5 U/mlの IF N- γ と0･1/1g/miの L PS
の 共存下で は, 亜 硝酸イ オ ン 量は M L D S群で 4.90± 0.33n mol/
雄
･ 蛋 白に まで増加 し, 対照群の 1･84±0.57n m ol/〃g ･ 蛋白
に比 し さ ら に有意な差を認 め た (園5A). 第28 日の M L D Sマ ウ
ス の 腹腔内マ ク ロ フ ァ ー ジ で は , 図5 Bの ご とく , IF N- ア お よ
びL PSの刺激時, 非刺激時ともに第7日 の 腹 腔内 マ ク ロ フ ァ ー
Tablell E fe cts ofpioglita zo n e o nin sulitisindices
ジで み られ た 亜 硝酸 イ オ ン 産生 の 克進 は認 め ら れ ず, M L DSマ
ウ ス の 腹 腔内 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 活性化 は 一 過性 で あ っ た ･ ま た,
M L D Sマ ウ ス の 脾 マ ク ロ フ ァ ー ジ で は , 第 7 日 (図5 C) お よび
第28 日(図5 D) と もに , 腹腔 内マ ク ロ フ ァ ー ジ (図5刃 で認め
た亜 硝酸 イ オ ン の 産生克進は観察 され なか っ た .
3 ･ M L D Sマ ウス の 腹腔内 マ ク ロ フ ァ ー ジ活性化 に与える ピ
オ グリ タ ゾ ン の 効果
試験管内で認 め た ピ オ グ リ タ ゾ ン に よ る腹腔内 マ ク ロ フ ァ ー
ジの 活性化抑制作用 (図2)を生体内で確認す る ため , ピ オグリ
タ ゾ ン 0･01 %混餌食をS T Z投与開始7日前 より与えた M L DSマ
ウス か ら取り出 した腹腔内 マ ク ロ フ ァ ー ジ に つ い て 同様 の 検討
を行 っ た (図6). M L D S投与後第 7 日 に認 め られ た腹腔内マ ク
ロ フ ァ ー ジか ら の 亜 硝酸イ オ ン 産生の 克進は , ピオ グ リ タ ゾ ン
投与群 で は m を投与 して い ない 対照群 に近い レベ ル まで 顕著
に抑制 さ れ て おり, IF N- γ と LP S に よ る刺激下 ･ 非刺激下 で ピ
オ グリ タ ゾ ン 非投与 M L DS群 の 各々 43.4 %, 13.1 % であ っ た .
4 ･ ピ オ グリ タ ゾ ン に よ る M L D Sマ ウ ス の ラ 島炎の抑制
活性化 マ ク ロ フ ァ ー ジの 浸潤 は , M L DS マ ウ ス にお ける ラ島




･ そ こ で , ピ オ グ リ タ ゾ ン が マ ク ロ フ ァ ー ジ活性化の
抑制を介 して ラ島炎 の 進展を抑止する可能性を検討 した . 第14
日 と 第2 8 日 に おける ラ 島炎の 程度を指数化 し た結果を表1 に示
す･ 30mg/kgの S T Zに より作成 した M L D Sマ ウス にお けるラ
in m ultiplelo w-dos e strepto zoto cin- tre ated mic e
A do se ofstrepto zotocin
Insulitisindic es










Pioglitaz o n e
Co ntr oI
Pioglitaz o n e
0.837 ±0.2 79 1.09 1±0.1 3 9
0.173±0.083* 0.180±0.1 08* *
Not deter min ed O.927±0.047
Not det elmin ed O.15 1 ±0.093* *




p<0･001vers u s c o n trol gro up by o n e- W ay a n alysis of v aria n ce withpo stho c
C O mparis o n.
恕∴濾塵唆
Fig･ 7･ Repr es e ntativ elight mic ro s c opic 血dings ofpan Cr e adcislets 舟o m n o n.tre ated(朗a nd pioglita zo n占-tr e ated(B)M L D S(3 0mg/kg
body- W eighO mic e atday28･ Pan Cr eata w e re血 ed with 10% for m alina nd e mbedded in pa raffin ･ n e Se Ctio n s w e re cutin 5- Pm and

























































P P A Rγ ア ゴ ニ ス ト に よ る 1塑糖尿病発症抑止
B
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Days afte rS TZ inJe Ctio n
Fig. 8. Effe cts ofpioglita z on e onthedev elopm e ntof M L DSdiabetesin mic e, M ale C D-1 mic e w er efda r egula rdietwith(open circle,
ope nbar)o rwitho ut(clo s ed circle, Clo sedbar)pioglita z o n e. Pioglita z o n e w a sgiv e n a s aO･01%admixtu refro m7 daysbefo rethe丘rstS TZ
administr atio n. Fo rty 仏, B)o r30(C, D) mg/kg body w eight of S T Zw a sgiv e nintrape rito n eallyfo r5c o n se c utiv edays･ Fed blo od
glu c o s el v els were m e a sured e v e ry w e ek･ The o v e r all difEe re n c e s ofthe diabetespr ev alen c e w e r e signiac a nt･ A a nd C, diabete s
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Days afte rSTZ inJeCtio n
Fig. 9. E ffe cts ofpioglita z o n e o nthe dev elopm ent ofsingle
highーdo s eS T Z diabete sin mic e. M ale C D-1 mic e w e refd a
r egula rdiet with (ope n ba r) o r
L
Witho ut (closed ba r)
pioglitaz o n e血･Orn7 daysbefor eSTZ administr atio n. S TZata
do s eof 2 50m g/kgbody w eight w a sgiv enintrape rito n e ally at
daYO. Fed blo odglu c oselev els w e re m o nit red atdayO,1,2,
4, a nd 6. T he r e w e re n o statistic al di 鮎re n c esin blo odglu c os e
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島 炎指数 は, 第1 4 日で は0.837± 0.27 9, 第28 日で は1.091±
0.139 であ っ た . ピオ グリ タ ゾ ン投 与群で は , 図7の ごと くラ 島
炎の 進展 が抑制さ れ て おり, ラ 島炎指数 は第14日 で は0.173±
0.08 3, 第28 日で は0.180± 0.108 と, 対照 M L D S群に 比 し有意
に低値 であ っ た (表1). こ の ピオ グリ タ ゾ ン によ る ラ 島炎の 抑
制効果は , 401ng/kgの S T Z を投与し た場合にも同様 に認め ら
れ た (表1).
5 . ピオ グリタ ゾ ン によ る M L D Sマ ウ ス の 糖尿病発症率の 抑
制
ピオ グリ タ ゾ ン に よ る ラ 島炎 の 進展抑制 に よ り, 最終的 に
M L D Sマ ウ ス の 糖尿 病発症 が 抑制 さ れ る か 検討 し た . 4 0
mg/kg の S TZを投与 し たM L DSマ ウ ス で は, 第7日 より糖尿病
を発症 し始 め, 第21日 に は93 %の マ ウ ス , 第28日 に は すべ て
の マ ウ ス が 糖尿病 を発症 し た (図8 A, 図8B). ピオ グリ タ ゾ ン
投与 に よ り, 糖尿病発症率 は第21日 に お い て47 %, 第28 日 に
お い て 6 7 % に と どまり , 対 照群 に比 し有意 に低 か っ た
b=0.012). また , 氾 の 直接的作用を より抑え た系と して確立
■し た30m g/kgの S T Z に より作成 した M L D Sマ ウス で は , 第21
3 50
日 に64% , 第28 日 に79 %の マ ウス が 糖尿病 を発症 した が, ピ
オ グリ タ ゾ ン 投 与群 で は第21 日 に 7 %, 第28 日 に29 %の マ ウ
ス が糖尿病を発症 したにすぎず , ピオ グリ タ ゾ ン は 有意 に糖尿
病の 発症を抑制 し た b副 .006) (図8C, 図8 D).
6 . 自己免疫機序を介さない イ ン ス リ ン 依存型糖尿病 モ デ ル
マ ウス の 糖尿病発症 に与える ピオ グリ タ ゾ ン の 影響
ピオ グリ タ ゾ ン の S T Z自体が持 つ 催糖尿病性 へ の 影響 お よ び
イ ン ス リ ン 依存状態 で の 血糖値 に与える影響を検討す る目的
で , 大量単回(250mg/kg)の m を投与 し自己免疫学的機序を
介さず に化学的に イ ン ス リ ン 産生細胞を破壊する こと に より22)
イ ン ス リ ン依 存型糖尿病 モ デ ル を作成 した . 国9 に示すご とく ,
ピ オ グ リ タ ゾ ン 投与 の 有無 に関わ らず m 投与2 日後 に は すべ
て の マ ウ ス が 糖尿病を発症 し, ピオ グリ タ ゾ ン は 糖尿病発症率
お よ び 血糖値 に有意な影響をお よ ぼ さなか っ た .
考 察
1 型糖尿痛は, 膵β細胞が破壊 されイ ン ス リ ン分 泌能が枯渇
する こ と に より発症 し, その 発症過程 に は自己免疫機序 が関与
する1卜 3). 1型糖尿病の 発症に関わ る免疫担当細胞のなか で も,
マ ク ロ フ ァ ー ジは , 抗 原提示細胞 として働き, ま た細胞傷害性
の サ イ トカ イ ン や N Oを分泌する こ と に よ り, ラ島 炎の 形成 と
膵β細胞破壊 に深く関与す ると 考え られ て い る3卜 5). 実 際, 1
塑糖尿病の自然発症 モ デ ル で ある B.B ラッ ト で は 発症過程初期
に ラ 島に浸潤す る炎症細胞 は マ ク ロ フ ァ ー ジ で あり2司 , 同 じく
非肥満糖尿病 bo n- Obe s ediabetic, N O D) マ ウ ス で は ラ 島炎の 形
成と糖尿病の発症が マ ク ロ フ ァ ー ジ の 不暗性化に よ っ て 完全 に
抑制 され る こ と が 知 られて い る2ヰ)25). m に よ る糖尿病 モ デ ル
はS TZ が膵β細胞 に対 し て特異的な細胞毒性を有す る こ とを利
用 し たモ デ ル で あり, ラ ッ トや マ ウス に 罰 Zを大量 に投与 した
場合 に は , ラ 島炎を来す こ と なく48時間以 内に膵β細胞 は破
壊されイ ン ス リ ン依存状態 の 糖尿病を発症す る22). 一 方 , 単回
の 投与で は糖尿病を来さない 少量 の m (30-40mg/kg)を5 日
間連続で CD-1マ ウ ス に投与す る こ と に よ り作成した M L D S糖
尿病モ デ ル は , S TZ投与後 に ラ島炎を伴 っ て膵β細胞 が傷害さ
れ , 次第に イ ン ス リ ン 依存状態 へ と 至る , ヒ ト1 型糖尿病 に類
似 し た糖尿病 モ デ)L,で ある18). M L D S糖尿柄モ デ ル にお い て も,
ラ 島炎 に先行 して マ ク ロ フ ァ ー ジ が 浸潤する こ とが 組織学的に
証明され て おり2
6)
, さ ら に, N O Dマ ウ ス 同様, シ リ が 5)や 山 一3
脂肪酸16)の 投与 に よ りマ ク ロ フ ァ ー ジ の 機能を阻害す る と ラ 島
炎形成お よ び糖尿病発症が抑止 さ れ る こ と か ら , 本モ デ ル の ラ
島炎進展と糖尿病発症における マ ク ロ フ ァ ー ジ の 役割の 重要性
が示唆さ れ て い る .
今回 の 検討 で マ ク ロ フ ァ ー ジ 活性化 の指標と して 用 い た N O
は , 平滑筋弛壌作用や免疫系 における生 体防御反応な ど様々 な
生理作用を媒介する生体に と っ て必須 の 細胞内 ･ 細胞間情報伝
達物質と して作用する27)反1執 務導型 N O合成酵素 (indu cible
nitric o xide syntha se,i N O S) に よ っ て過剰 に産生さ れ る と白身
の 細胞毒性お よ び 過酸化亜硝酸などの 二 次的な活性物質の 生成
に よ り臓器血流 の 減少や細胞傷害を生 じ, 慢性関節 リ ウ マ チ や
炎症性腸疾患 , 敗血 症性 シ ョ ッ ク などの様々 な疾病をひき起 こ
す28)･ 1型糖尿摘発症 に至 る膵β細胞傷害機構にお い て もそ の
関与が推察され て お り, 試験管内 で は N O が クレ ブ ス 回路 の 鉄
含有酵素ア コ ニ タ ー ゼ 活性を阻害 して ミ ト コ ン ドリ ア機能を低
下させ 29), ま たス ー パ ー オキ シ ドと 反応 して 過酸化亜硝酸, さ
ら に は ヒ ドロ キ シ ル ラ ジ カ ル を 生成し, 膵β細胞 の核お よび ミ
ト コ ン ドリ ア DN A鎖を切断す る こ と が示 さ れ て い る30). こ の
D N A鎖切断は , ポ リ A D P リ ボー ス 合 成酵素の 活性化を介 して
その 基質で ある細胞内N A D量 の 減少を来 し, 膵 β細胞 の プ ロ
イ ン ス リ ン 合 成の 障害をも た らす31)32). さ ら に N O は
, CG MP
依存性 タ ン パ ク キ ナ ー ゼ33)や Fa sの 誘導 ･ 発現34)を介 して ア ポ
ト ー シ ス を惹起す る ･ 生 体 内 に お い て も, 最近 , 膵β細胞 に
iN O Sを過剰発現 さ せ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウス が作成され,
N Oの 過剰産 生 が 実際 に膵β細胞 の D N A鎖切断, 細胞破壊を ひ
き起 こ して 1型糖尿病を発症 さ せ る こ と が 明 らか と な っ た35)
.
またiN OS欠損 マ ウ ス で は M L D S糖尿病発症 に抵抗性 であるこ
と36)や, iN O Sの 阻害剤 である ア ミ ノ グ ア ニ ジ ン の 投与 に より
N O Dマ ウ ス の 糖尿病発症 が遷延す る こ と37)も報告 さ れ て おり,
N O が 1型糖尿病 の 発症 に深く関与 して い る こ と が 推察さ れる .
マ ク ロ フ ァ ー ジで は
, 活性化 の 程度 に応 じてi N O S が誘導され,
i N O Sの 発現依存性 に N O が産生 さ れ る27). 活性化 され た マ ク
ロ フ ァ ー ジ は , 自 身 より NO を産生す る の み なら ず, Ⅰし1′9の
産生 ･ 放 出に より膵β細胞内のiNO Sを発現誘導す る35)38). ま
た , こ のⅠし1β に よ る 膵β細胞内で の NO産生の 誘導は, 活性
化され た マ ク ロ フ ァ ー ジや T 細胞 か ら 産生 さ れ る T N F- α の 共
存 下 で さ ら に 先進す る こ と も報告さ れ て い る39). した が っ て,
活性化 マ ク ロ フ ァ ー ジは 膵 β細胞傷害をも た ら すNO の 産生 に
お い ても中心的役割を担うと考え られ る.
本研究 で は , M L D Sマ ウ ス の 糖尿病発症過程 にお い て, こ れ
まで の 報告 20)4q 剛軋 腹腔内マ ク ロ フ ァ ー ジ が 活性化 され る こ
と を確認 し, その 活性化 が発症早期 に 一 過性で ある こ と , また,
脾 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 活性化さ れない こ と を 明 らか に し た. こ れ
らの 事実 は, M L D Sマ ウス の 腹腔内 マ ク ロ フ ァ ー ジ活性化がラ
島局所 で の マ ク ロ フ ァ ー ジ 活性化 を反映す る可能性を示唆す
る
. N O Dマ ウ ス で も糖尿病発症直前の マ ウ ス の 腹腔内マ ク ロ
フ ァ ー ジを ラ 島炎を形成する以前 の 幼少 マ ウ ス に 移植するとラ
島炎お よ び糖尿病発症が惹起 さ れ る こ と が 知 られ て お り4 1), マ
ウ ス 1 型糖尿病 モ デ ル に お け る腹腔内 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 活性化
は , ラ 島炎 に先行す る ラ 鳥居所で の マ ク ロ フ ァ ー ジ活性化を反
映 して い る もの と考え る.
チ ア ゾ リ ジ ン系薬剤 は , 2 型糖尿病の 一 因で ある イ ン ス リ ン
抵 抗性 の 改善を標的 と し て 19 80年代初頭 に開発 さ れ , 近年,
2型糖尿病治療薬 と して 臨床応用 され る に至 っ た新 しい タイ プ
の 薬 剤で あ る
6)
, 最近 まで そ の 分子 レ ベ ル で の 作 用機序 に つ い
て は ほ とん ど解明 され て い なか っ たが , 1995年 に なり チ ア ゾリ
ジ ン系薬剤が核内受容体型転写因子P n 賦γ の リ ガ ン ドで ある
こ と が 判 明 し た 7) . 現 在 の と こ ろ , チ ア ゾ リ ジ ン 系 薬剤 は
PP A Rγ を介 し て, 主に , 脂 肪組織
42)や 筋
43)で の T N F- α の 産生
抑制 や T N F- α に よ る細胞内イ ン ス リ ン 情報伝達障害の 改善作
用 44), 前駆脂肪細胞 の分化促進作用 9)に よ り, イ ン ス リ ン抵抗
性を改善す る と考え られ て い る . ごく最近 , P P A Rγ ノ ッ ク ア
ウ トマ ウス 45)や ヒ トの P P A Rγ 遺伝子多型46)47)の 解析結果が相
次 い で報告され , P P A Rγ が 生体内におい て イ ン ス リ ン 感受性
に関与 して い る こ と が示唆され て い る .
当教室 の O btaら は , チ ア ゾ リ ジ ン系薬剤 が臨床応用 さ れ る
以前 よりその抗動脈硬化作用 に着日 し, チ ア ゾ リ ジ ン 系薬剤 の
1 つ で あ る ト ロ グ リ タ ゾ ン が ヒ トメ サ ン ギ ウ ム 細胞1
0)串よ び ヒ
ト臍帯静脈内皮細胞 11)に お い て T N F- α に
.
よ っ て 誘導され る





















P n 互Rγ ア ゴ ニ ス トに よ る 1型糖尿病発症抑止
た. また , 当教室の 野原
1 2)も トロ グリ タ ゾ ン が と 卜臍帯静脈内
皮細胞 にお い て , T N FⅧ ある い はⅠし1βに より誘導 され る mI-
1の 発現 を抑制する こ とを明 ら か に した . サ イ ト カ イ ン刺 激に
ょ る M C P-1
1 3)と P Alql1 4)の 発現 誘導の 一 部 に は , 核 内転写因子
N F- 〝 B の 活性化 が関与 して い る. N F- 〟 B は, マ ク ロ フ ァ ー ジ
にお けるiN O S4
8や T N F- α 49)の 発現誘導を含むマ ク ロ フ ァ ー ジ
の活性化 にも関与す る ことが 知 られ て い る こ とか ら, チ アゾ リ
ジ ン系薬剤 は マ ク ロ フ ァ ー ジ の 活性化も抑制す る可能性が考え
られ た . そ こ で本研究 で は, まず, IF N- γ とL PS に よ る腹腔内
マ ク ロ フ ァ ー ジの 活性化を N O産生 を指標 と して 試験管内で観
察 し, 新 しい チ ア ゾ リ ジ ン系薬剤であ る ピ オ グリ タ ゾ ン が 試験
管内に お い て マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら のIF N- γ - LP S誘導性N O産
生を用量依存性 に抑制す る こ とを明ら か と した . 黄 近 にな り,
Ric ote ら
19)は 試験管内 に お い て チ ア ゾ リ ジ ン 系薬剤 を含め た
PP A Rγ ア ゴ ニ ス トが マ ク ロ フ ァ
ー ジ に お け るiN O Sの 発現 を
抑制する こ とを見出 し, そ の 一 部鱒転写因子 である N F･ 〟 B や
ST W(sign altra n sdu ce rs a nd a ctiv ato r s oftr an S Criptio n), AP-1
(a ctiv ato rpr o m ote r-1) の 不活性化 を介す るもの で ある こ とを示
した . 同様 に, Jiangら
50)はP n Ⅶγ ア ゴ ニ ス トが 単球 にお い て
T ⅣFⅧ やⅠし1β, I L 6と い っ た 炎症性サ イ トカ イ ン の 産生をも
抑制する こと を報告 した . こ れ ら の 報告 は今回の 知見 を支持 し
てお り, チ ア ゾ リ ジ ン 系薬剤 に代表さ れ るP Ⅲ 収γ ア ゴ ニ ス ト
は, 試験管内に お い て , マ ク ロ フ ァ ー ジか ら の N O や炎症性 サ
イ ト カイ ン の 産生を は じめ と する マ ク ロ フ ァ ー ジの 活性化を抑
制す る こと が 明ら か と なっ た .
次 に, 試験管内で認め られ た チ ア ゾリ ジ ン 系薬剤 によ る マ ク
ロ フ ァ ー ジ活性化抑制作用を生体内でも確認する た め , マ ク ロ
フ ァ ー ジ の 活性化が発症 に重要な役割を担 っ て い る疾患モ デ ル
で ある 15卜 17)M L D Sマ ウ ス 1 型糖尿病 モ デ ル を用 い , チ ア ゾ リ
ジ ン系薬剤が実際 に腹腔内マ ク ロ フ ァ ー ジ の 活性化や ラ島炎形
成, 糖尿病発症を抑制 し得る か に つ い て 検討 し た . そ の 結果,
ピオ グリ タ ゾ ン は, 発症早期の M L D Sマ ウ ス の 腹腔内 マ ク ロ フ
ァ
ー ジ か ら の N O産生を抑制 し , チ ア ゾ リ ジ ン 系薬剤が自己免
疫性疾患 モ デ ル 動物 にお い て マ ク ロ フ ァ ー ジ活性化を抑制 し得
る こ とを明らか と し た. さら に, ピオ グリ タ ゾ ン は ML D Sマ ウ
ス の ラ 島炎の 進展を抑制 し, 最終的 に糖尿病 の 発症 をも抑止 し
た. ピオ グ リ タ ゾ ン投与 は, 大量単回 m 投与に より作成 した
自己免疫機序を介さ な い 化学的な イ ン ス リ ン 依存型糖尿病の 発
症と血 糖値 に は 影響を与えて お ら ず, ピ オ グ1) タ ゾン が M L D S
糖尿病の 発症 を抑止す る機序と して , S T Z に よ る膵ノ9細胞の 直
接傷害作用の 抑制や イ ン ス リ ン非依存性 血糖降下作用が関与 し
た可 能性 は考え難 い . ごく最近 にな り , Be ale sら
51)もチ ア ゾ リ
ジ ン 系薬剤 の 1 つ で あ る トロ グリ タ ゾ ン が NO Dマ ウ ス に お け
る1 型糖尿病発症を抑制する こ と を 報告 した . しか し, そ の 機
序 に つ い て は検討さ れ て お らず, また , ト ロ グリ タ ゾ ン に は抗
酸化作用 を有す る どタ ミ ン E骨格 である ク ロ マ ン 環が 存在 し
52)
, ビ タ ミ ン E
53)
や 抗酸化剤54)55)の 投 与 の み で も1 塑糖尿病 モ
デ ル マ ウス の 糖尿病発症が遅延する こ と を考え合わ せ る と , ト
ロ グリ タ ゾ ン の 糖尿病発症抑制効果が チ ア ゾリ ジ ン 骨格の 作用
によ るも の か, ある い は どタ ミ ン E骨格を介した抗酸化作用 に
よ るも の か は不明であ っ た. 本研究 は, チ ア ゾリ ジ ン 骨格の み
を有す る ピ オ グリ タ ゾ ン を用 い て 検討を行 っ てお り, チ アゾ リ
ジン 系薬剤が 1型糖尿病 モ デ ル の 糖尿病発症を抑止 し得 る こ と
を明確 に示 した .
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チ ア ゾリ ジ ン糸車削が 1 型糖尿病発症を抑止す る機序 と し
て, 今 回は マ ク ロ フ ァ ー ジ活性化の 指標として N O産生の みを
観察 した が , マ ク ロ フ ァ ー ジ活性 化に伴うT N F- α やⅠし1ノ? な
どの 膵ノラ細胞傷害に働く サイ トカ イ ン 産生 も抑制 して い るもの
と考える. ま た, ヒ トメ サ ン ギ ウム 細胞 と ヒ ト臍苛静脈内皮細
胞 に お い て 当教室 で見出して きた よ う に , 膵β細胞 上 に も
M C P-1あ る い は M C P-1類似の ケ モ カイ ンがサ イ トカ イ ン刺激
に より誘導され て お り, チ ア ゾリ ジ ン系薬剤 はそ の ケ モ カイ ン
の 発現抑制を介 し て ラ島炎形成を抑制 し た 可能性も考えら れ
る
.
ごく衆近 に な っ て ラ ッ トの 膵β細胞をⅠし1βで刺激する と
M C P-1の 発現が 誘導され る こ と が 見出さ れ56), さ ら に , ラ氏島
に M C P-1を過剰発現 させ た トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で は ラ
島炎が惹起 さ れ る こ とが報告さ れ て お り57), 1 型糖尿病 の ラ島
炎形成 に先行 して 膵′9細胞 に M C P-1 が発現誘導さ れ る 可能性
は十分 にあり得 る . 今後は , M L D Sマ ウ ス にお ける ラ 島で の
M C P-1の 発現 とチ ア ゾリ ジ ン 系薬剤 によ る そ の 抑制効果を検証
する必要がある .
1型糖尿病は発症 し進行する と 生命維持 の ため にイ ン ス リ ン
治療を欠く こ と が で きず, 患者は多く の 場合頻回の イ ン ス リ ン
注射を余儀無く さ れ る. また , イ ンス リ ン治療 に よ る血糖 コ ン
ト ロ ー ル は 困粍なこ と も多く , 患 者は しば しば高血 糖や 低血糖
をくり返す. さら に , 高血糖の 持続 は糖尿病性合併症 によ る失
明や慢性腎不全を惹き起 こ し, 患 者のク オ リ テ ィ ー ･ オブ ･ ラ
イ フ を著 しく低下させ る 58). 1型糖尿病 の 発症 に は遺伝因子が
強く関与する こと が 知ら れて お り, 一 卵生 双 生児で の 一 致率は
約40 % と高率 である 59). また , 欧米 の み な らず我が 国でも1
型糖尿病患者の 同胞に は 1型糖尿病の発症 が高頻度 に認め ら れ
て い る
60)
. そ の た め, そ う した1型糖尿病予備群ともい える 1
型糖尿病患者 の 近親者 にと っ て, 1塑糖尿病の 発症予防 は非常
に重要な問題 であ る. ま た最近 は, ゆ っ くりと 進行す る タイ プ
の 1 型糖尿病 で あ る綬徐進行性 イ ン ス リ ン 依 存 型糖尿病
(slo wly pr ogr e s siv ein s ulin-depe ndentdiabete s m ellitu s,
S PI D DM)
61)の 早期診断が抗 グル タ ミ ン 醸脱炭酸酵素抗体 の 測
定に よ り比較的容易 になり 62)6 3), 早期S PI D D M患者に対す るイ
ン ス リ ン依存状態 へ の 進行抑止も問題 とな っ て い る . 現在まで
に, こ れ ら の 1 型糖尿病予備群
64)や 早期SPI D D M患者
6 5)に対す
る発症 ･ 進行予防 と して 少量イ ン ス リ ン 投与が 試み ら れ, その
有効性 が示唆 され て い る . 一 方, イ ン ス リ ン 注射よ り も簡便 な
内服薬投与に よ る 1型糖尿摘発症抑止 の 試み と して は , 抗′ヲ細
胞破壊効果をもつ ニ コ チ ン酸 ア ミ ドの 大規模臨床試験 が 1型糖
尿病発症高危険群を対象と し て 欧州 で行 われ たが , 成功 に は至
らな か っ た
66)li7)
. 本研究の 結果は , すで に2 型糖尿病 の 治療薬
と して 普及 して い る チ ア ゾリ ジ ン 系薬剤 に 1型糖尿病の 発症や
進行を抑止する内服薬と し て の 道 を開くも の で あ る . 今後 は,
同薬剤が ヒ トの 1 型糖尿病の 発症や進行を抑止でき るか に つ い
て の 臨床的検討が必要である .
結 論
チ ア ゾ リ ジ ン 糸薬剤の 1 つ で ある ピオ グ リ タ ゾ ン が , 試験管
内で マ ウ ス 単離腹腔内 マ ク ロ フ ァ ー ジの 活性化 に お よぼ す影響
を マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら の N O産生を指標 と し て検討 した . さ ら
に, ピオ グリ タ ゾ ン が M I刀S投与 に よ るマ ウス 1塑糖尿病モ デ
ル における マ ク ロ フ ァ ー ジ活性化を抑制 し, ラ 島炎形成や糖尿
病発症 を抑止 し得 る か に つ い て検討 し, 以下の 結論を得た .
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1. 試験管内に お い て , IF N- γ お よ び LP S はそれ ぞ れ 用量依
存性 に腹腔内 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 活性化を惹起 した . またIF N一 γ
とL PS は, そ の 共存下で腹腔内マ ク ロ フ ァ ー ジ活性化 に対 し相
乗的に作用 した.
2. 試験管内 にお い て, ピ オ グリ タ ゾ ン はIF N一 γ と L PS の共
存下 にお ける 腹腔内 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 活性化を周量依存性 に抑
制 した .
3. 色素排泄法 に よ る検討で は ピ オ グ リ タ ゾ ン に細胞毒性を
認めず, ピオ グ リ タ ゾ ン の マ ク ロ フ ァ ー ジ活性化抑制作用 はそ
の 細胞毒性 に よる もの で は なか っ た .
4. CD-1マ ウス に40 m g/kgの S T Zを5日 間連続で腹腔内注
射 し, M L D S l塑糖尿病 モ デ ル を作成 し た. さ ら に, S T Zの 直
接作用をより抑える た め , 30mg/kgのS T Zを用 い たM L D S l
型糖尿病モ デ ル を作成, 確立 した .
5. M L D S糖尿病 マ ウ ス か ら単粧した腹腔内マ ク ロ フ ァ ー ジ
は , 糖尿 摘発症早期 にお い て 一 過性 に活性化 して い た . 一 方 ,
対照 マ ウス の 腹腔内 マ ク ロ フ ァ ー ジや M u )S糖尿痛 マ ウ ス の 牌
マ ク ロ フ ァ ー ジ に は その ような活性化を認 めなか っ た .
6
.
ピオ グ リ タ ゾ ン混餌食投与 は , MI♪S マ ウス の 糖尿病発
症早期 にお ける腹腰内 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 活性化を有意 に抑制し
た.
7. ピ オ グリ タ ゾ ン混餌食投与 は , M I 刀Sマ ウス の ラ 島炎進
展を有意に抑制 した .
8. ピオ グ リ タ ゾ ン混餌食投与 は , M u )Sマ ウス の 糖尿病発
症を有意 に抑制した .
9. ピオ グ リ タ ゾ ン 混餌食投与 は , 大量単回 m 投与 に よ る
1 型糖尿病 モ デ ル マ ウ ス の糖尿痛発症お よ び血糖値に は影響を
お よ ぼ さなか っ た .
10. 以上 の 結果 より, ピ オ グリ タ ゾ ン は , マ ク ロ フ ァ ー ジ
の 活性化を抑制し, 1型糖尿病 モ デ ル に お ける ラ 島炎 の 形成と
糖尿病発症を抑止す る作用を有する こ と が 明ら か と なっ た .
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A Pe roxis o m eProlifer ator rActiv ated Receptor γ Agonist Inhibits M acr ophage Activatio n and the Dev elopm e ntof
Ty pe l D iabetes H itoshi Ando, Depart ment ofInte r nal Medicin e(Ⅰ), School of Medicin e, Ka nazaw a Univ ersity,
Kanazaw a920-86 40-J. Ju zen M edSo c. ,109,343q355(2000)
Key w ords ty pe l diabete s, m ultiplelow
-dos e streptoz ot ocin , PlOglitazon e, thiazolidinedion e, Pe rOXisom e pr oliftrat or-
a ctivatedrec eptor ァ
A bstr act
In the de velopm e nt ofty pe l diabete s, m a C r OPhagesplayl mPOrta ntrOlesinthe de velopm ent of insulits a nd islet/9 cell
destr u ction . T hia z olidinedio n eis adir ect ligand for perO Xisom eprolife rato r-aCtivated r e c epto rγ a nd inhibits the both
CytOkine
-indu ced e xpression of m on o cyte chem o attra c tant pr otein l and plas minoge n a ctivatorinhibitorty pe l which are
m ediated partly by n u cle a rfacto rkap pa B(N FM K B). T herefor e, thiazolidinedione se em ed toinhibit also m acrophage
a ctiv atio n m ediated by N F- 〝 B . T he aim ofth is study w as to in v es tlgatethe efftctofpioglita zone, a thiazolidinedione
CO mPOu nd, On the developm e nt of m ultiplelow
- do s e streptoz oto cin(M L D S)-induced a utoim m u n ediabete sviainhibition of
m ac r ophage activ ation . Inte rftron - γ a nd lipopolys ac charide dos e-depende ntly and syn erglStic ally stim ulated nitrite rele as e
from prlm ary Pe rito n e al m acrophage s丘
-
O m C D-1 mice･ Pioglita zo ne ,dos erdepende ntly 什om 5 to10 0FL M ,SuP Pr e S ed nitrite
r elease n
･
O m Prl mary Periton e al m a crophages stim ulated with O.5 U /mlinte rfe ron ～ γ a nd O.01 p g/ml lipopolysacharide
(80.3 ± 4･9 %ofc ontrol atl O/L M ofpioglitaz o ne)･ Pioglita z on edidn ot affe ct the cel viability as s e s sed bythe try pan blu e
ex clusion m ethod. Male C D-l mice intraperiton e allyinjected with hv edaily sub diabetogenic doses(40mg/kg body w eight)
Ofstr eptozo to cin(STZ)dev eloped m onon ucle ar c ell infiltratio nin and a ro und islets, fbllow ed by hyperglycemia 2-4 w eeks
afte rS T Zinjectio n. Prim a ry pe ritone al m a c rophagesharv estedfrom M L DS mic ea tday 7 produc ed signific an tlylarge
am o unt ofnitrite compa red withthosefro m c o ntrol mic e. Su ch activatio nw asno t observ ed in the splenic ma crophages or at
day 2 8. Or al administratio n ofpioglita zon e(0.01% fbod admixture)h
･
Om 7 days beねrethe firs tST Zi可ection signinc a ntly
inhibitedthe activation ofpe riton e al m acrophagesfro m M L D Smice atday 7. Ins ulitsindice sinthe p10glita zon e-tre ated
group w e re slgni 鎖c a ntlylo w e rthan thoseinthe c o ntrolgroup atday 28,indic atlng thatp10glitazo n eblocked thein丘1tratio n of
m onon u cle a r c e11sintoisletsin M L DS mice. Pioglitaz o ne reduced the diabetespre v ale nc e, from 93to 47 %atday 2 1, and
fro m lOOto 67% at day 28. The ov erall di ffe r e n c e ofthe diabetesprevale nc e w as signific a nt(P=0■01 2)･ Pioglitazo ne
administratio nfro m 7 daysbefo reS T Z irtje ction had n oprev entiv eoram eliorative effect on diabetesde v elopm entindu c ed by
a single diabetoge nic dose (2 50 mg/kg body w eight) of S T Z･ T hesefindings sug gest that a thiazolidinedione blocks the
a utoim m u neproc e ssin thedevelopm e nt of M L D S diabetes,Par tlybyinhibitingthe m a c rophage a ctiva tion ･
